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Zusammenfassung		
 
Hintergrund und Ziel 
Harnblasentumore in jungen Patienten sind selten und die wenigen verfügbaren Fallbeispiele 
bzw. -kohorten konnten spezifische klinische als auch pathologische Charakteristika aufzeigen. 
Noch weniger bekannt sind die zugrundeliegenden somatischen Mutationen dieser 
außergewöhnlichen Tumorgruppe. Einzelne Studien an sehr kleinen Kohorten junger Patienten 
konnten erste Hinweise einer unterschiedlichen biologischen Tumorentwicklung im Vergleich 
zu konsekutiven Harnblasentumoren geben. Das Ziel dieser Studie ist es an der bis dato größten 
Kohorte junger Harnblasenkarzinompatienten im Alter von 45 Jahren oder jünger die typischen 
Mutationen des Harnblasenkarzinoms zu testen.  
 
Materialien und Methoden 
118 Tumore junger Patienten im Alter von 45 Jahren oder jünger und 113 konsekutive Proben 
wurden für diese Studie mit Hilfe nationaler als auch internationaler Kooperationen gesammelt, 
analysiert und miteinander verglichen. Immunhistochemische Analysen von TP53, Ki-67 und 
CK20 wurden durchgeführt. Molekulare Analysen der Gene p53 und FGFR3 als auch ein 
möglicher Verlust der Heterozygotie der Chromosomen 9 und 17 wurden untersucht. Der Fisher 
und der Chi-Quadrat Test wurden mit Hilfe des Statistikprogramms „R“ passend angewendet.  
 
Ergebnisse 
Es wurden keine Unterschiede bezüglich der Tumorstadien als auch der Tumorgraduierung 
zwischen den beiden Kohorten detektiert. Eine nukleäre Überexpression von TP53 war in den 
untersuchten Gruppen unterschiedlich verteilt; verglichen mit der konsekutiven Kohorte fand 
sich das überexpremierte TP53 häufiger in den nicht invasiven Tumoren junger 
Harnblasenkarzinompatienten (p=0.005). Darüber hinaus konnten Deletionen des Chromosoms 
9 (29,5% vs. 44,6%) sowie FGFR3-Mutationen (34,5% vs. 63,7%) signifikant weniger häufig 
in jungen Patienten detektiert werden (p=0,05 und p<0.0001).  
 
Schlussfolgerungen 
Mit der bis dato größten, analysierten Kohorte junger Harnblasentumore konnte aufgezeigt 
werden, dass die typischen Mutationen des Harnblasenkarzinoms signifikant weniger häufig in 
dieser jungen Altersgruppe auftreten. Daher wird durch diese Studie die Hypothese verstärkt, 
dass Tumore junger Patienten einen einzigartigen, spezifischen biologischen Hintergrund und 
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eine unterschiedliche Tumorentstehung aufweisen. In unserer heutigen personalisierten 
Medizin sind weiterführende Studien der zugrundeliegenden somatischen Mutationen 
notwendig, um auch dieser einzigartigen Tumorkohorte gerecht zu werden und um diese 
zielgerichtet therapieren zu können.  														
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Einordnung	in	den	fachwissenschaftlichen	Kontext		
 Epidemiologie	und	Ätiologie	des	Harnblasenkarzinoms			
Weltweit betrachtet ist das Harnblasenkarzinom die neunt häufigste maligne Erkrankung mit 
429.793 Neuerkrankungen und 165.084 Todesfällen im Jahre 2012 (Mahdavifar et al., 2016). 
Dabei steigt das Risiko an Harnblasenkarzinom zu erkranken mit dem Lebensalter: das 
Durchschnittserkrankungsalter liegt bei 67 Jahren. Männer sind drei bis vierfach häufiger 
betroffen als Frauen (Malats and Real, 2015). Gemäß der Weltgesundheitsorganisation (WHO) 
wird sich in naher Zukunft die Anzahl an Harnblasenkarzinompatienten ungefähr verdoppeln, 
da die Lebenserwartung weltweit steigt (Ferlay et al., 2015). Die typischen Symptome von 
Harnblasenkarzinompatienten sind Mikro- bzw. Makrohämaturie, welche am häufigsten auftritt 
und mit weiter fortgeschrittenen Tumorstadien assoziiert ist (Ramirez et al., 2016). Bislang gibt 
es keine aktiven Screening Strategien für Harnblasentumore (Elias et al., 2010).   
 
Wie bei anderen Tumorentitäten lassen sich beim Harnblasenkarzinom exogene und 
intrinsische, genetische Risikofaktoren identifizieren. Als wichtigster Risikofaktor gilt das 
Zigarettenrauchen. Epidemiologische Studien zeigten, dass sich ungefähr die Hälfte aller 
Harnblasentumore auf einen schädlichen Zigarettengebrauch zurückführen lassen.  Zigaretten 
enthalten Schadstoffe wie aromatische Amine wie ß-Naphtylamin und polyzyklische 
aromatische Hydrocarbone, die renal ausgeschieden werden und somit das gesamte 
Urothelsystem angreifen (Freedman et al., 2011, Burger et al., 2013). Darüber hinaus stellt der 
berufsbedingte Umgang mit den genannten karzinogenen Substanzen, die hauptsächlich in den 
verarbeitenden Zweigen der Färbe-, Metall-, und Lösemittelindustrie zu finden sind, einen 
weiteren ätiologischen Faktor dar. In den letzten Jahren ist aufgrund erhöhten Bewusstseins, 
Sicherheit und reflektierten Umgangs die Anzahl berufsbedingter Harnblasentumore 
zurückgegangen (Rushton et al., 2010, Burger et al., 2013). Eine Relation zwischen dem 
Auftreten von Harnblasenkarzinom und dem persönlichen Gebrauch von Haarfärbemittel 
wurde nicht detektiert (Ros et al., 2012).  
 
Chronische Infektionen wie beispielsweise die Bilharziose, die durch den Erreger Schistosoma 
haematobium zu einer ständigen Reizung und Inflammation des Urothels führen, sind mit 
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einem erhöhten Risiko für Harnblasentumore vergesellschaftet. Die chronische Entzündung in 
Form der Bilharziose führt unter anderem zu einer granulomatösen Zystitis, einer Fibrose, einer 
plattenepithelialen Metaplasie, und durch eine erhöhte Produktion von Nitrosaminen des 
Erregers zu einem gehäuften Auftreten von Plattenepithelkarzinomen (Sheweita et al., 2004).  
 
Darüber hinaus spielen auch alimentäre Ursachen eine ätiologische Rolle: Die tägliche 
Flüssigkeitsaufnahme ist mit dem Auftreten von Harnblasentumoren assoziiert. Einige Studien 
zeigten, dass Menschen mit einer erhöhten Flüssigkeitsaufnahme ein geringeres Risiko für 
Harnblasenkarzinome haben, da hierbei die Konzentration der Karzinogene geringer, die 
Miktionsrate erhöht ist und somit der schädliche Einfluss der Substanzen vermindert wird 
(Michaud et al., 2007). Dabei ist auf die aufnehmende Flüssigkeit zu achten: Chloriertes 
Trinkwasser enthält Trihalomethan, welches als Risikofaktor gewertet wird und mit 
Harnblasenkrebs assoziiert ist (Villanueva et al., 2006). Auch Arsen im Trinkwasser wurde als 
karzinogen erkannt und Umweltverschmutzungen verursachten in unterschiedlichen Ländern 
gar eine Verdopplung des Auftretens von Harnblasenkrebs (Hashim and Boffetta, 2014). Im 
Vergleich zu anderen Tumorentitäten konnte für den erhöhten Konsum von Früchten und Obst 
bzw. einem verringerten Verzehr von Fleisch keine relevante Assoziation mit einem 
verminderten Auftreten von Harnblasentumoren detektiert werden (Buchner et al., 2011).  
 
Unser Verständnis der genetischen Risikofaktoren ist in den letzten Jahren rasant gestiegen. 
Verwandte ersten Grades weisen ein zweifach erhöhtes Risiko für Harnblasentumore 
gegenüber Personen ohne erkrankte Familienmitglieder auf (Malats and Real, 2015). Darüber 
hinaus konnten gezielte Genanalysen sowie die kürzlich durchgeführten genomweiten 
Untersuchungen unterschiedliche Genloci bzw. genetische Varianten und Polymorphismen mit 
Assoziation zum Harnblasenkarzinom detektieren: Personen mit den Varianten NAT2-
„langsame-Acetylierer“ und GSTM1-„Null-Genotyp“ zählen zur Gruppe mit erhöhtem Risiko. 
Die Proteinprodukte dieser beiden Gene spielen im Metabolismus von Karzinogenen eine 
wichtige Rolle: Bei Ausprägung der Risikovarianten führt dies zu einem verlangsamten Abbau 
von karzinogenen Substanzen und letztlich zu einer Anreicherung und teils verlängerten 
Verweildauer bzw. erhöhten Exposition letztgenannter in den Harnwegen. Diese beiden 
Varianten zeigen eine direkte und funktionelle Verbindung der genetischen Prädisposition mit 
exogenen Risikofaktoren auf (Garcia-Closas et al., 2005). 
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Mit Hilfe der genomweiten Assoziationsstudien- „Genome wide association studies – GWAS“, 
wurden zudem weitere genetische Polymorphismen mit moderat erhöhtem Risiko (Odds Ratios 
von 1,1 bis 1,5) identifiziert. Die Polymorphismen befinden sich teils in der Nähe von Genloci, 
deren Proteinprodukte eine Rolle in beispielsweise Zellzyklus, Metabolismus oder 
Zellreparatur spielen (de Maturana et al., 2018). Eine Genvariante konnte zum Beispiel im Urea 
Transporter SLC14A1 detektiert werden, die den Urea-Gradienten regelt somit mit der 
Urinkonzentration in der Niere assoziiert ist und dadurch Einfluss auf diese nimmt und den 
Kontakt von Karzinogenen zum Urothel verändert (Rafnar et al., 2011). Auf der anderen Seite 
gibt es auch Polymorphismen, die sich in der Nähe oder zwischen Genloci befinden und deren 
funktionelle bzw. regulatorische Rolle noch weiterer Aufklärung bedürfen (de Maturana et al., 
2018).  
 
Zusammenfassend sind die Ätiologie des Harnblasenkarzinoms und die große Bedeutung von 
exogenen Risikofaktoren ein Paradebeispiel für Tumore, deren Entstehung hauptsächlich von 
exogenen Schadstoffen abhängt. Somit spielt die primäre Prävention der vermeidbaren 
Risikofaktoren eine herausragende als auch herausfordernde Rolle (Burger et al., 2013).   
 Entstehung,	Klassifikation	und	klinische	Präsentation	des	Harnblasenkarzinoms	
 
Harnblasenkarzinome sind urothelialen Ursprungs. Das Urothel stellt die Auskleidung bzw. 
Barriere der Harnblase und der ableitenden Harnwege dar und besteht aus drei Zelllagen: einer 
basalen der Basalmembran aufsitzenden, mehreren intermediären und einer oberflächlichen 
Zelllage bestehend aus Übergangsepithel - „Umbrella cells“ (Eble and Young, 1997, Apodaca, 
2004). Das Urothelkarzinom ist mit ungefähr 90% die häufigste Entität der auftretenden, 
urothelialen Tumore. Histomorphologisch lassen sich noch weitere Entitäten wie zum Beispiel 
das Plattenepithelkarzinom, das kleinzellige Karzinom oder das Adenokarzinom unterscheiden 
(Willis and Kamat, 2015).  
 
Da das Harnblasenkarzinom häufig eine multifokale Erkrankung ist, gibt es hinsichtlich der 
Entstehungsgenese zwei unterschiedliche Hypothesen: Auf der einen Seite gibt es Studien, in 
denen gezeigt wurde, dass Harnblasentumore einen gemeinsamen Ursprung haben und es 
aufgrund einer intraepithelialen Durchwanderung der Harnblase bzw. einer Abschilferung und 
intraluminalen Übertragung durch den Urin an anderen Stellen zu weiteren Abkömmlingen des 
selben Tumorklons und zum erneuten Tumorwachstum kommt, auf der anderen Seite gibt es 
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Hinweise dafür, dass die multifokalen Tumore sowie deren Mutationen polyklonal sind und es 
sich um eine Feldkanzerierung mit vielen unterschiedlichen Tumorklonen handelt (Hafner et 
al., 2002).  
 
Harnblasentumore lassen sich allgemein in nicht- und muskelinvasive Tumore einteilen. 
Abbildung 1 fasst die unterschiedlichen Stadien zusammen. 
 
 
Abbildung 1: Klassifikation des Harnblasenkarzinoms aus Knowles et al.  (Knowles and Hurst, 2015) 
 
Unter nicht muskelinvasiven Tumoren versteht man alle Neubildungen die bis zur Lamina 
propria (pTa und pT1 Tumore) invadieren. Diese Tumore machen ungefähr 75% aller 
Harnblasenkarzinome aus, wobei sie häufig rezidivieren, zu ungefähr 10-15 % in ein 
muskelinvasives Stadium übergehen und typischerweise aus hyperplastischen urothelialen 
Veränderungen entstehen (Dinney et al., 2004, Haukaas et al., 1999, Wu, 2005). Die Patienten 
werden mittels Zystoskopie überwacht. Aufgrund der Invasivität der Untersuchung und der 
damit verbundenen Belastungen für die Patienten, wächst der dringende Bedarf für ein 
spezifisches Urin-basiertes Monitoring (Descotes et al., 2017).  
 
Dem Gegenüber leiden circa 25% der Patienten bei Erstdiagnose an einem den Musculus 
detrusor vesicae invadierenden Tumor (>= pT2), wobei die 5 Jahres-Überlebensrate unter 50 
% liegt (Liebert and Seigne, 1996). Lymphknoten- sowie Metastasen an anderen anatomischen 
Stellen und die Entwicklung aus flachen Dysplasien oder dem Carcinoma-in-situ sind 
Merkmale dieser lebensbedrohlichen Tumore (McConkey et al., 2010). Das muskelinvasive 
Urothelkarzinom lässt sich hinsichtlich histologisch definierter Charakteristika in eine 
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mikropapilläre, sarcomatoide, plasmazytoide, nested und microzystische Variante einteilen 
(Humphrey et al., 2016). Die Varianten präsentieren sich zum Teil mit einer lokal aggressiven 
Erkrankungen mit Metastasen und einer schlechteren Prognose, wobei die limitierten Daten 
dieser histomorphologisch spezifischen Varianten eine schwierige, interdisziplinäre und 
Literatur basierte Therapie fordern (Zinnall et al., 2018, Keck et al., 2011) .  
 
Natürlich gibt es in diesem Modell auch Ausnahmen: Es werden überlappende Mechanismen 
beobachtet, bei denen oberflächliche, papilläre Tumore in 10-15% in tiefere Schichten 
invadieren und in ein aggressiveres Tumorstadium übergehen (Dinney et al., 2004).  
 Typische	somatische	Mutationen	des	Harnblasenkarzinoms	
 
Im Vergleich zu anderen epithelialen Tumoren und passend zur beschreibenden Einteilung nach 
anatomisch festgelegten, histologisch definierten und abgegrenzten Schichten zeigen auch die 
identifizierten somatischen Mutationen keine lineare Progression, sondern eine zweigeteilte 
Tumorentstehung (Wu, 2005). Abbildung 2 fasst die zwei Modelle und die zugrundeliegenden 
Mutationen zusammen. 
          
Abbildung 2: Zweigeteilte Tumorentstehung des Harnblasenkarzinoms aus Bertz et al. (Bertz et al., 
2017) 
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In den letzten Jahrzehnten konnten durch vergleichende genomische Hybridisierungsstudien, 
gezielte Genanalysen und durch die in den letzten Jahren durchgeführten genomweiten 
Sequenzierungsstudien - „Next Generation Sequencing“, die relevanten Mutationen aufgedeckt 
werden (Knowles and Hurst, 2015). Die muskelinvasiven aber auch pT1 Tumoren zeigten in 
den durchgeführten Studien eine Tumorlast von ungefähr 300 Mutationen pro Tumorprobe. Nur 
Lungenkarzinome und Melanome zeigten höherer Mutationsraten (Cancer Genome Atlas 
Research, 2014). 
 
In ungefähr 80% der papillären, oberflächlichen Tumore lassen sich aktivierende 
Punktmutationen im FGFR3 Gen detektieren, welche die häufigsten Mutationen dieser 
Tumorsubgruppe bilden und mit einer guten Prognose einhergehen. Im Gegensatz dazu finden 
sich nur 10-20% muskelinvasive, FGFR3-mutierte Tumore (Cappellen et al., 1999, Hernandez 
et al., 2006). Neben den aktivierenden Punktmutationen finden sich auch Translokationen des 
FGFR3 Gens mit den Genen TACC3 oder BAIAP2L1 (Williams et al., 2013). Im Zuge der in 
den letzten Jahren durchgeführten genomweiten Sequenzierungsstudien wurden Alterationen 
im STAG2 Gen, einem Mitglied des Kohesinkomplexes, in circa 35% der nicht-
muskelinvasiven Tumore detektiert. Auch wenn STAG2 in bereits veröffentlichen funktionellen 
Studien die Trennung der Chromatiden reguliert, wurden in Harnblasentumoren keine erhöhte 
Aneuploidierate gefunden. Somit werden weitere Studien benötigt, um den genauen 
funktionellen Mechanismus dieser Alterationen zu entschlüsseln (Balbas-Martinez et al., 2013, 
Solomon et al., 2013). HRAS-Mutationen werden in manchen Studien mit einer Häufigkeit von 
ungefähr 30% in nicht muskelinvasiven Tumoren beschrieben (Jebar et al., 2005). Dem 
Gegenüber gibt es auch andere Autoren, die unterschiedliche Häufigkeiten und keinen 
Unterscheid zu invasiven Tumoren detektieren konnten (Knowles and Williamson, 1993).     
 
In muskelinvasiven Tumoren finden sich eine Reihe von Beispielen genomischer Instabilität 
und Alterationen in wichtigen biologischen Regulationswegen, die zu einer aggressiven 
Erkrankung führen. So spielen viele genomische Rearrangements wie beispielsweise ein 
Verlust der Chromosomen 8p, 2q und 5q sowie die Aneuploidie eine entscheidende Rolle in 
muskelinvasiven Tumoren (Hurst et al., 2012, Lindgren et al., 2012). Die kürzlich 
veröffentlichten Sequenzierungsstudien konnten in ungefähr 89% der untersuchten 
muskelinvasiven Tumore eine Mutation in einem Chromatin-regulierenden Gen nachweisen: 
MLL2, KDM6 und/ oder ARID1A haben Einfluss auf Histonde- und -methylierung, oder  sind 
Teil des Chromatin-Remodeling Komplexes (Cancer Genome Atlas Research, 2014) (Guo et 
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al., 2013). Zusätzlich finden sich viele Mutationen in wichtigen, den Zellzyklus regulierenden 
Genen: Mutationen in p53, RB1 und CDKN2A sowie Amplifikationen oder Überexpression von 
MDM2 oder E2F3 werden in fast jedem muskelinvasiven Tumor gefunden und stellen 
ausschlaggebende Schritte in der Tumorentstehung dar (Hurst et al., 2008, Mitra et al., 2012).  
 
Da es auch teils muskelinvasive Tumore mit FGFR3 Mutationen gibt, geht man hier von einer 
Progression eines oberflächlichen, papillären Tumors in ein höheres Tumorstadium aus. 
Zusätzlich findet sich hier auch häufiger eine Deletion von CDKN2A, welche einen möglichen 
ausschlaggebenden Schritt zu einem aggressiveren Tumorstadium darstellt (Rebouissou et al., 
2012).  
 
In diesem zweigeteilten Modell gelten auch einige Ausnahmen und stadienübergreifende 
Mutationen: In ungefähr 80% der Tumore lassen sich unabhängig vom jeweiligen Stadium 
Punktmutationen in der Promoterregion von TERT detektieren und somit die häufigsten 
auffindbaren Mutationen des Harnblasenkarzinoms darstellen. Diese TERT-Alterationen sind 
nicht mit dem m-RNA Level assoziiert und stellen aufgrund ihrer Häufigkeit eine Möglichkeit 
des Urin-basierten Monitorings dar (Allory et al., 2014). Darüber hinaus fanden sich in 50% 
der untersuchten nicht- und muskelinvasiven Tumoren sowie im normalen, umgebenden 
Urothel Deletionen von Chromosom 9 (Hartmann et al., 2002, Obermann et al., 2004). Der 
frühe Verlust dieses Chromosoms scheint bereits im normalen Urothel ein früher Schritt in der 
Tumorigenese zu sein (van Oers et al., 2006). Die Deletion führt unter anderem zum 
Allelverlust von Tumorsuppressorgenen wie CDKN2A, welches p16 und p14 codiert, CDKN2B 
und TSC1 (Williamson et al., 1995, Knowles and Hurst, 2015).  
 
 Harnblasenkarzinom	in	jungen	Patienten	
 
 Epidemiologie	und	Ätiologie	von	Harnblasentumoren	junger	Patienten	
 
Harnblasenkarzinome in jungen Patienten sind sehr selten. Betrachtet man die weltweiten 
Inzidenzraten für Harnblasenkrebs im Jahre 2012, sind nur 3,4% der Neuerkrankten 45 Jahre 
alt oder jünger (Ferlay et al., 2013). 
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Im Hinblick auf andere Tumorentitäten und aufgrund des jungen Erkrankungsalters und der 
geringen zeitlichen Exposition zu karzinogenen Stoffen sind bei jungen Patienten bereits 
prädisponierende, hereditäre Sequenzen auf Keimbahnebene untersucht worden und in der 
alltäglichen Diagnostik etabliert: Beispiele hierfür sind das Lynch- und das HNPCC Syndrom, 
bei dem betroffene Personen mit frühem Erkrankungsalter (vor dem 50. Lebensjahr, 
durchschnittliches Erkrankungsalter für Kolonkarzinom in der Normalbevölkerung von 
ungefähr 70 Jahren) an Kolon- oder Endometriumkarzinom leiden. Dabei tritt bei den Patienten 
eine Keimbahnmutation in einem der vier DNA Missmatch Repair Genen (MLH1, PMS2, 
MSH2 und MSH6) auf (Seth et al., 2018). Bei bereits einem vererbten, funktionslosen Allel, 
kommt es bei einer weiteren somatischen Mutation des zweiten Allels zu einem vollkommenen 
Ausfall dieser Tumorsuppressorgene und durch den Verlust der Reparatur zu einer sogenannten 
Mikrosatelliteninstabilität. Darüber hinaus treten in Allelträgern auch andere Tumorentitäten 
gehäuft auf: Betroffene Patienten leiden beispielsweise häufiger an Ovarial-, Dünndarm-, 
Gallengangs- sowie Urothelkarzinome des Nierenbeckens und der Harnblase (van der Post et 
al., 2010). Giedl et al. konnten teils mit Hilfe der in dieser Arbeit verwendeten jungen 
Harnblasenkarzinomkohorte aufzeigen, dass die Tumore junger Harnblasenkarzinompatienten 
im Alter von 45 Jahren oder jünger im Vergleich zu einer konsekutiven Kohorte nicht häufiger 
einen Verlust der DNA Missmatch Repair Proteine aufweisen. Zusammenfassend stellten die 
Autoren dieser Studie ein allgemeines Screening junger Patienten mit Harnblasentumoren für 
das Lynch-Syndrom in Frage (Giedl et al., 2014).   
 
Der Fallbericht einer vierjährigen Patientin mit bekanntem Apert-Syndrom und 
Harnblasentumor stellte die Hypothese auf, ob die zugrundeliegende FGFR2 Mutation dieser 
Patientin eine generelle Rolle in der Ätiologie junger Harnblasentumore spielt. Wiederum 
haben Spiegelberg et al. die in dieser Arbeit analysierten Tumore verwendet und hierbei in 115 
untersuchten Tumoren keinen weiteren Patienten mit einer solchen Mutation detektiert. Somit 
schließt diese Studie eine allgemeine Gültigkeit für diese spezifische FGFR2 Mutation und das 
Auftreten von Harnblasentumoren in einem jungen Erkrankungsalter aus (Spiegelberg et al., 
2014).  
 
Eine weitere Studie von Beukers et al. konnte anhand der Testung somatischer Mutationen eine 
Häufung von Alterationen des HRAS in jungen Patienten detektieren. Zusätzlich litt eine 
untersuchte Patientin am sogenannten Costello-Syndrom mit ursächlicher HRAS Mutation auf 
Keimbahnebene. Da die anderen Patienten mit mutiertem HRAS und frühem Erkrankungsalter 
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nicht die klinischen Symptome eines Costello-Syndroms aufzeigten, testeten die Autoren das 
Normalgewebe der Harnblase auf eine mögliche Mutation. Dabei fanden sie im Normalgewebe 
der Harnblase von zwei weiteren Patienten die beschriebene Mutation des Tumorgewebes und 
schlussfolgerten, dass man bei jungen Harnblasenkarzinompatienten auch die Möglichkeit 
eines genetischen Mosaiks mit in Betracht ziehen sollte. Somit könnte sich die prädisponierende 
Mutation im Normalgewebe unterschiedlich differenzierter Gewebe befinden (Beukers et al., 
2014).  
 
Weiter wurden in den letzten Jahren genomweite Assoziationsstudien durchgeführt und dabei 
der rs798766 Polymorphismus entdeckt, der signifikant mit einem früheren Erkrankungsalter 
einhergeht. Dabei befindet sich diese genetische Variante in einem Intron von TACC3, welches 
70 Kilobasenpaare von FGFR3 entfernt liegt. Zusätzlich fand sich dieser Polymorphismus 
häufiger in FGFR3 mutierten Tumoren. Inwieweit es einen funktionellen Mechanismus, eine 
Verknüpfung zu den somatischen FGFR3 Alterationen sowie eine Bedeutung für junge 
Harnblasenkarzinompatienten gibt, muss in weiteren Studien geklärt werden (Kiemeney et al., 
2010). 
 
Eine gezielte Untersuchung des rs3242 lokalisiert in einem 3´-nicht kodierenden Bereich des 
SFRP1 Gens konnte eine Korrelation mit einem früherem Erkrankungsalter für 
Harnblasenkrebs detektieren. Der Bereich ist nicht in der Expression des Gens beteiligt, wird 
aber von unterschiedlichen Liganden und Proteinen gebunden, welche die mRNA stabilisieren 
und transportieren. Das SFRP1 Gen spielt eine Rolle im Wnt- Signalweg und in dessen 
Regulation (Rogler et al., 2013). Ein Expressionsverlust durch unterschiedliche Mechanismen 
ist in mehreren Tumorentitäten bekannt und eine Korrelation zwischen SFRP1 und der 
Progression papillärer, oberflächlicher Harnblasentumore konnte aufgezeigt werden (Rogler et 
al., 2015). Warum die Risikoallelträger sich häufiger in jungen Patienten finden lassen und 
welchen funktionellen Mechanismus diese Variante bewirkt, bedarf weiteren Studien (Rogler 
et al., 2013).  
 
Zusammenfassend ist die Ätiologie und die Faktoren, die in diesem jungen Patientenalter zur 
Entstehung des Harnblasenkarzinoms führen unklar und es bedarf weiterer Forschung, um den 
genetischen als auch exogenen Risikofaktoren dieser spezifischen jungen Patientenkohorte 
gerecht zu werden. 
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Klinische	und	pathologische	Charakteristika	des	Harnblasenkarzinoms	im	frühen	Erkrankungsalter	
 
Aufgrund der geringen verfügbaren Patientenkohorten ist das klinische Verhalten als auch die 
pathologischen Charakteristika junger Patienten wenig bekannt. Zudem werden in der Literatur 
aufgrund unterschiedlicher Altersgrenzen teils kontroverse Ergebnisse präsentiert.  
 
So leiden Patienten unter dem 20. Lebensjahr gehäuft an oberflächlichen, papillären Tumoren, 
die eine gute Prognose haben und sehr selten in die tieferen Schichten invadieren (Fine et al., 
2005). Nomikos et al. berichteten von 31 Patienten (jünger als 40 Jahre), wobei die Patienten 
unter 20 Jahre eine sehr geringe Rezidivrate aufwiesen und die 30-40 Jährigen fortgeschrittene 
Tumore hatten (Nomikos et al., 2011). Auch eine weitere Studie konnte einen signifikanten 
Unterscheid von mehr oberflächlichen, papillären Tumoren in der Gruppe mit frühem 
Erkrankungsalter im Vergleich mit einer konsekutiven Kohorte beobachten (Migaldi et al., 
2004). Da oberflächliche, papilläre Tumore schon per se mit einer besseren Prognose 
einhergehen, müssen weitere Studien zeigen, inwieweit das Alter hier für das klinische 
Verhalten maßgeblich entscheidend ist.  
 
Dem Gegenüber gibt es Studien, die keinen signifikanten Unterscheid zwischen typischem und 
frühem Erkrankungsalter fanden: So konnte die Studie von Yossepowitch et al. keine 
unterschiedlichen Rezidivraten von 74 untersuchten jungen Patienten im Vergleich zu einer 
konsekutiven Kohorte detektieren. Auch konnte kein Unterschied hinsichtlich der 
Tumorstadien und des Progressions-freien Überleben beobachtet werden. Zu erwähnen ist 
hierbei das mediane Alter der Kohorte von 34,6 Jahren (Yossepowitch and Dalbagni, 2002). 
Auch die Studie von Telli et al. konnte keinen Unterscheid hinsichtlich dem Progressions- und 
Rezidiv-freien Überleben detektieren. In der Studie wurden 56 Patienten jünger als 40 Jahre 
untersucht und mit einer konsekutiven Kohorte verglichen (Telli et al., 2014).  
 
Zusammenfassend gibt es in der Literatur aufgrund einer nicht einheitlichen Definition eines 
frühen Erkrankungsalters teils kontroverse Studien zum klinischen Verhalten und der 
Klassifikation dieser spezifischen Tumore.  
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Somatische	Mutationsanalysen	in	Tumoren	junger	Harnblasenkarzinompatienten	
 
Vergleicht man die verfügbaren Berichte und Studien zu jungen Harnblasenkarzinomen und 
den unterschiedlichen Charakteristika miteinander, so gibt es zu den zugrundeliegenden 
somatischen Alterationen im Vergleich zum klinischen Verhalten noch weniger Fallstudien.  
 
In der bis dahin größten verfügbaren Studie zu jungen Harnblasenkarzinompatienten und 
somatischen Mutationen, wurde eine erhöhte Rate von TP53 überexpremierenden Tumoren 
detektiert. Hierbei wurden 73 Tumore von Patienten jünger als 30 Jahre untersucht und 
aufgrund der Ergebnisse die Frage eines aggressiveren biologischen Verhaltens gestellt (Linn 
et al., 1998). Da die Studie aus dem Jahre 1998 stammt, keine Abbildungen eines 
überexpremierenden Tumors verfügbar sind und sich die auswertenden Bedingungen für eine 
TP53 Überexpression geändert haben, ist die hier getroffene Schlussfolgerung kritisch zu 
sehen. Die ebenfalls ältere Studie von Migaldi et al., welche ebenfalls kritisch hinterfragt 
werden sollte, zeigte eine geringere, aber dennoch erhöhte Häufigkeit von TP53 
Überexpressionen in Harnblasentumoren junger Patienten (Migaldi et al., 2004). 
Demgegenüber wurde in einer weiteren Studie unserer Arbeitsgruppe an 14 Tumoren sehr 
junger Patienten im Alter von 4-19 Jahren keine TP53 Überexpression beobachtet. Zudem 
fanden sich in der analysierten Kohorte keine vermehrten Deletionen von Chromosom 17 und 
9 sowie in 10 analysierten Tumoren keine aktivierenden Punktmutationen im FGFR3-Gen 
(Wild et al., 2007).  
 
Diese interessante Beobachtung, dass keiner der analysierten jungen Patienten mit 
oberflächlichen, papillären Tumoren eine FGFR3-Mutation aufwies, wurde in zwei weiteren 
kleineren Studien bestätigt: Williamson et al. konnten in 17 Tumoren von Patienten im Alter 
von 6-26 Jahren keine FGFR3 mutierten Tumoren finden (Williamson et al., 2014). Ebenso fiel 
eine sehr geringe Rate an FGFR3-Mutationen von 33,3% der analysierten Tumore in einer 
jungen Kohorte von 30 Jahre alten oder jüngeren Patienten auf. Insgesamt wurden in dieser 
Kohorte nur 45 Tumore analysiert (Huang et al., 2015).  
 
Zusammenfassend gibt es nur sehr wenige Studien hinsichtlich der somatischen Mutationen in 
Patienten mit frühem Erkrankungsalter. Die verfügbaren Ergebnisse führten zur Hypothese, 
dass sich ein unterschiedliches biologisches Szenario hinsichtlich der Tumorentstehung dieser 
jungen Patienten im Vergleich zum typischen Harnblasenkarzinom abspielen (Williamson et 
 14 
al., 2014). Aufgrund dieser ersten Hinweise war das Ziel der folgenden Publikation, in der 
größten gesammelten Kohorte junger Harnblasentumore die typischen Alterationen zu testen. 
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Abstract 
Bladder tumours in early-onset patients are rare and seem to exhibit unique clinicopathological 
features. Only few studies have investigated somatic alterations in this specific age of onset group 
and evidence is accumulating of a distinct molecular behaviour of early-onset bladder tumours. We 
collected the largest cohort of early-onset tumours of patients 45 years old or younger and aimed 
to test genomic alterations typically found in bladder cancer. Tumours of 118 early-onset patients 
were compared with a consecutive group of 113 cases. Immunohistochemistry of TP53, CK20 and 
Ki-67 was carried out. Molecular analysis was conducted to test for loss of heterozygosity of 
chromosome 9 and 17, as well as TP53 and FGFR3 mutations. Fisher´s exact and chi-squared test 
were appropriately used. No differences in grade/stage characteristics were observed. 
Overexpressed TP53 was differentially distributed between the two groups. TP53 nuclear 
accumulation was significantly more frequent in early-onset papillomas, PUNLMPs and pTa 
low-grade tumours compared to the consecutive cohort (p=0.005). Moreover, chromosome 9 
deletions (29.5% vs. 44.6%) and FGFR3 mutations (34.5% vs. 63.7%) were less often detected in 
early-onset patients (p=0.05 and p<0.0001). By comparing the largest cohort of early-onset 
bladder cancer patients with an unselected group, we demonstrated that the typical molecular 
features are not independent of age at diagnosis. Our study supports the hypothesis of a distinct 
biological behaviour in early-onset tumours. 
Key words: Early-onset; Bladder cancer; FGFR3; TP53 positivity; Mutation analysis. 
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Introduction 
Urothelial bladder cancer (UBC) usually occurs 
late in life, with a mean age at diagnosis of 
approximately 67 years [1]. UBC is a heterogeneous 
disease, both clinically and molecularly. Low-grade 
non-muscle invasive tumours are associated with 
activating mutations of FGFR3 and PIK3CA and a 
lower risk of progression, whereas TP53 and RB 
pathway alterations play a key role in the 
development of high-grade non- and muscle-invasive 
UBC [2-5]. Additionally, total or partial loss of 
chromosome 9 is found in almost half of the tumours 
of all stages and grades [6, 7]. 
Worldwide estimates of cancer incidences for 
2012 indicate that the proportion of UBC in patients 
younger than 45 years is at about 3.4% [8]. Because of 
these low incidence rates and since no uniform 
threshold is used for young patients, the natural 
history is still under debate. However evidence is 
accumulating, that especially tumours of patients of 
the first two decades of life are more frequently 
low-grade/-stage with a favourable prognosis [9]. 
Besides distinct clinicopathological features, very few 
studies of paediatric and adolescent patients reported, 
that molecular alterations in paediatric and adolescent 
patients were much rarer compared to typical UBC 
samples [10-14]. These unexpected results gave 
evidence, that tumours of this age of onset group may 
represent a distinct biological entity. However, only 
small sample-sized studies were reported and thus 
these findings have still to be validated. 
The aim of our study was to investigate specific 
molecular alterations of UBC in the largest cohort to 
date of early-onset patients, defined herein for the 
study as patients aged 45 or younger. 
Immunohistochemical analysis was performed to 
detect CK20, Ki-67 and TP53 expression levels. In 
addition, we investigated the frequencies of loss of 
heterozygosity (LOH) of chromosome 9 and 17. 
Moreover, molecular analysis revealed mutations in 
the FGFR3 and TP53 gene. All obtained results were 
compared with a consecutive, unselected cohort of 
patients.  
Materials and methods 
Tumour samples  
118 patients aged 45 or younger were identified 
from 1991 until 2001 from the files of the contributing 
Institutes of Pathology. 113 consecutive cases were 
included from the period between 1996 and 2002. For 
each case, formalin-fixed paraffin-embedded primary 
UBC and normal tissues were available and 
reclassified according to the 2016 WHO classification 
by two experienced uropathologists (A.H., J.G.) [15]. 
Figure 1 demonstrates representative images of the 
histopathological specimens of early-onset patients. 
Eight urothelial papillomas and ten samples of 
papillary urothelial neoplasia of low malignant 
potential (PUNLMP) were included. Due to similar 
molecular features reported, they were grouped 
together with pTa low-grade tumours [16]. Table 1 
shows the characteristics of the two cohorts. 
Institutional Review Board approval (University 
Hospital Erlangen) was obtained for molecular 
analysis on archival material.  
 
Table 1. Clinicopathological characteristics of the two different 
cohorts.  
Characteristics Early-onset 
group 
Consecutive 
group 
Group 
comparison 
(n=118) (n=113) p-value 
Age distribution, yr    
    Minimum/maximum 17/45 48/87  
    Mean ± SD 37.6 ± 6.5 69.8 ± 8.4  
    Median age 39 70  
Age categories, yr    
    ≤ 20 3 -  
    21-25 4 -  
    26-30 8 -  
    31-35 23 -  
    36-40 32 -  
    41-45 48 -  
    >45 - 113  
Gender, No.       
    Male  92 (79.3) 89 (78.8) p=1.0 
    Female  24 (20.7) 24 (21.2)  
    Not available  2   0    
Stage/grade distribution I, No.      
    Urothelial papilloma 7  0   
    Inverted urothelial papilloma 0  1   
    PUNLMP 0  10   
    pTa low-grade 56  62   
    pTa high-grade 20  9   
    pT1 low-grade 4  1   
    pT1 high-grade 12  23   
    pT2 high-grade 8  7   
    pT3 high-grade 8  0   
    pT4 high-grade 1  0   
    Not available  2  0   
Stage/grade distribution II, No.      
    Inverted/ Urothelial papilloma &  
    PUNLMP & pTa low-grade  
63 (54.3) 73 (64.6) p=0.08 
    pTa high-grade & pT1 36 (31.0) 33 (29.2)  
    ≥ pT2 17 (14.7) 7 (6.2)  
    Not available  2  0   
SD, standard deviation; PUNLMP, papillary urothelial neoplasm of low malignant 
potential. 
 
 
Immunohistochemistry (IHC) 
IHC of TP53, CK20 and Ki-67 were performed 
using whole tumour sections and an avidin-biotin 
peroxidase method with a 3,3’-diaminobenzidine 
chromatogen. According to the manufacturer’s 
instructions, IHC was carried out in a NEXES 
immunostainer (Ventana, Tucson, AZ, USA). 
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Anti-TP53 (mouse monoclonal IgG, clone Bp53-12 
(sc-263) [Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, 
CA, USA], dilution 1:1000), anti-CK20 (mouse 
monoclonal IgG2a, clone IT-Ks20.8 (61026) [Progen 
Biotechnik GmbH, Heidelberg, Germany]; dilution 
1:10) and anti-Ki-67 (mouse monoclonal IgG1, clone 
MIB1 (M7240) [Dako, Glostrup, Denmark], dilution 
1:50) were used as primary antibodies. The slides 
were evaluated by one surgical pathologist (A.H.). 
Nuclear staining reaction for TP53 was scored from 
0% to 100% in 10% increments. The intensity of the 
TP53 staining was recorded as negative, weak or 
strong. Considering a cut-off level at 10% of positive 
cells, three different categories were defined: ≤10% 
negative, >10% weak or >10% strong. 
Anti-Ki-67-immunostaining was scored from 0% to 
5% in 1% increments and from 5% to 100% in 5% 
increments and cut-off level for increased 
proliferation was defined at 10%. Staining of CK20 as 
a urothelial associated marker was defined as either 
normal (cytoplasmic staining pattern of the superficial 
cells only) or aberrant (negative or more than 10% of 
the urothelial cells stained) according to Harnden et 
al. [17].  
 
 
Figure 1: Representative images of histopathological specimens of the early-onset tumours (magnification: x100) A, papilloma, no analysed mutation or deletion was 
identified. B, pTa low-grade tumour, a FGFR3 mutation (p.S249C) was detected. C, pTa low-grade tumour, none of the analysed alterations was observed. D, pTa 
high-grade tumour, a mutation of the FGFR3 mutation (p.S249C) and LOH of chromosome 9 were observed. E, pT1 high-grade tumour, not mutated. F, pT2 
high-grade tumour, a TP53 mutation in exon 5 was identified. 
 
 18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Journal of Cancer 2017, Vol. 8 
 
http://www.jcancer.org 
326 
Microdissection and DNA isolation 
Tumour and normal DNA was isolated as 
described previously [18]. An experienced pathologist 
(A.H.) marked areas with highest tumour cell density 
on a representative H&E-stained section. 5-μm tissue 
sections were deparaffinised and tumour and 
non-malignant tissue were separately microdissected 
in sterile tubes by using sterile needles. Due to 
separation, tumour cells with a purity of at least 80% 
were obtained. DNA isolation was performed using 
the High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Germany) according to the 
manufacturer’s instructions. 
Detection of LOH 
For detection of LOH two microsatellite markers 
at chromosomal region 9p21 (D9S304, D9S1751), two 
markers at 9q (D9S303, D9S747) and one marker at 
17p13.1 (p53Alu) were used as described previously 
[19]. The Polymerase chain reaction (PCR) 
amplification was performed in a MJ Research 
Thermocycler (PTC100, MJ Research, Watertown, 
MA, USA). By using 6.7% polyacrylamide/50% urea 
gel electrophoresis (1h, 1500V, 55°C) PCR products 
were analysed in a SequiGen sequencing gel chamber 
(BioRad, Hercules, CA, USA) followed by silver 
nitrate staining [20]. In informative cases LOH was 
defined as a decrease in signal intensity of the tumour 
sample allele to at least 50% relative to the matched 
normal DNA allele. All cases of LOH were confirmed 
at least once. Silver nitrate gels were evaluated 
independently by three different investigators (J.G., 
R.Sch., R.S.).  
FGFR3 and TP53 mutation analysis 
SNaPshot method was used to analyse FGFR3 
mutations, as described previously [21]. Three regions 
of the FGFR3 gene comprising the mutations were 
amplified simultaneously in a multiplex PCR reaction. 
Eight SNaPshot primers were used to detect nine 
mutations. An automatic sequencer (ABI Prism 310) 
analysed the extended primers. Direct sequencing of 
exons 5-9 of the TP53 gene was assessed as described 
previously [22]. Identified mutations were verified in 
a second sequencing run to rule out polymerase 
errors. 
Statistical analysis 
Two-sided Fisher´s exact and chi-squared test 
were appropriately used to assess differences in the 
distributions of tested markers between both groups. 
P-values less than 0.05 were interpreted as statistically 
significant. All analyses were performed using R 
version 3.2.5 (www.r-project.org). 
Results 
Immunohistochemical analysis of CK20, Ki-67 
and TP53  
Table 2 summarizes the results of the IHC of 
CK20, Ki-67 and TP53. Neither the staining pattern of 
Ki-67, nor the expression of the differentiation marker 
CK20 showed a significant difference between the two 
groups. When we differentiated the aberrant staining 
of CK20 in negative or >10% of stained cells, we 
observed a significantly higher number of negative 
staining among the early-onset compared to the 
consecutive cases (p=0.03).  
 
Table 2. Expression of CK20, Ki-67 and TP53 in the two different 
groups.  
 Early-onset 
group 
Consecutive 
group 
Group 
comparison 
IHC marker n (%) n (%) p-value 
Ki-67 IHC      
    ≤10% 63 (58.9) 55 (49.1) p=0.19 
    >10% 44 (41.1) 57 (50.9)  
    Not available 11   1    
CK20 IHC      
    Normal 37 (37.4) 40 (35.4) p=0.88 
    Aberrant 62 (62.6) 73 (64.6)  
          Negative 13 (13.1) 5 (4.4)  
          >10% of stained cells 49 (49.5) 68 (60.2)  
    Not available  19   0    
TP53 IHC I      
    ≤10% negative & >10% weak 82 (73.9) 90 (79.6) p=0.39 
    >10% strong 29 (26.1) 23 (20.4)  
    Not available  7  0   
TP53 IHC according to grade/stage      
Inverted/Urothelial papilloma & 
PUNLMP & pTa low-grade 
     
        ≤10% negative & >10% weak 48 (77.4) 69 (94.5) p=0.005 
        >10% strong 14 (22.6) 4 (5.5)  
        Not available  1  0   
    pTa high-grade & pT1      
        ≤10% negative & >10% weak 27 (79.4) 20 (60.6) p=0.16 
        >10% strong 7 (20.6) 13 (39.4)  
        Not available  2  0   
    ≥ pT2      
        ≤10% negative & >10% weak 7 (50.0) 1 (14.3) p=0.17 
        >10% strong 7 (50.0) 6 (85.7)  
        Not available  3  0   
TP53 IHC III      
    ≤10% negative 45 (40.6) 81 (71.7) p<0.0001 
    >10% weak 37 (33.3) 9 (8.0)  
    >10% strong 29  (26.1) 23 (20.3)  
    Not available 7  0   
IHC, immunohistochemistry; PUNLMP, papillary urothelial neoplasm of low 
malignant potential. 
 
 
IHC of TP53 was performed in 111 early-onset 
and all consecutive patients. The intensity was 
recorded as negative in 112, weak in 52 and strong in 
60 cases. Similar percentages of positive cells were 
obtained in the different cohorts (data not shown). A 
>10% strong staining of TP53 was observed in 29 of 
the early-onset cases and was not significantly 
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different to the 23 stained consecutive samples 
(p=0.39). When we distinguished the tumours 
according to grade/stage, we detected 14 (22.6%) out 
of 62 early-onset papillomas, PUNLMPs and pTa 
low-grade tumours with >10% strong staining. In 
contrast, only 4 (5.5%) out of 73 consecutive samples 
of the same grade/stage characteristics were stained 
(p=0.005). Remarkably, when we also considered a 
>10% weak staining, 66 (59.4%) early-onset cases 
showed a >10% weak or strong nuclear accumulation 
of TP53, whereas only 32 (28.3%) consecutive tumours 
presenting both intensity categories were included 
(p<0.0001).  
 
 
 
LOH of chromosome 17 and mutations of the 
TP53 gene 
The analysis of LOH of chromosome 17 and the 
TP53 gene did not reveal any significant difference 
between the early-onset and unselected group (Table 
3). All five TP53 mutations of the early-onset cases 
were transitions (G:CÆA:T; A:TÆG:C) and all but 
one (silent mutation) were miss-sense mutations in 
the exons 8, 6 and 5. Two mutation carriers were >10% 
strongly stained for TP53 (Figure 2). Furthermore, ten 
mutations were discovered in seven (6.2%) 
consecutive patients showing a >10% strong IHC. 
Nine transitions (G:CÆA:T; C:TÆT:A) and one 
transversion (G:AÆC:T) were identified. Seven muta-
tions in exon 8 led to a change in the corresponding 
amino-acid. One non-sense and two miss-sense 
mutations were detected in exons 6, 7 and 9.  
 
 
Figure 2: Representative examples of early-onset tumours for TP53 immunohistochemical staining. A, pTa low-grade tumour with a weak expression of TP53 and 
no TP53 mutation (x400). B, pTa low-grade tumour with strong expression of TP53 and not mutated (x400). C, Strong expression of TP53 and a mutation in exon 
8 were identified in pT2 high-grade tumour (x400). Representative example of sequence analysis of the shown mutated early-onset tumour. The mutation p.C275Y 
(TGT Æ TAT) was detected by using Sanger sequencing. 
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Table 3. Molecular changes of the studied cohorts.  
 Early-onset 
group 
Consecutive 
group 
Group 
comparison 
 n (%) n (%) p-value 
LOH of chromosome 17      
    No 63 (92.6) 62 (91.2) p=1.0 
    Yes 5 (7.4) 6 (8.8)  
    Not informative 28  42   
    Not available 22   3    
TP53 gene      
    Wild-type 100 (95.2) 106 (93.8) p=0.87 
    Mutated 5 (4.8) 7 (6.2)  
    Not available  13  0   
LOH of chromosome 9      
    No 67 (70.5) 46 (55.4) p=0.053 
    Yes 28 (29.5) 37 (44.6)  
          9p 6 (6.3) 4 (4.8)  
          9q 13 (13.7) 24 (28.9)  
          9p+q 9 (9.5) 9 (10.9)  
    Not informative 9  30   
    Not available 14   0    
FGFR3 gene       
    Wild-type  74 (65.5) 41 (36.3) p<0.0001 
    Mutation  39 (34.5) 72 (63.7)  
          p.S249C 24 (21.3) 40 (35.4)  
          p.Y375C 11 (9.7) 15 (13.3)  
          Other mutations 4 (3.5) 17 (15.0)  
    Not available 5   0    
LOH; Loss of heterozygosity; 
 
 
LOH of chromosome 9 and FGFR3 mutation 
analysis  
A borderline significantly lower percentage of 
deletions of chromosome 9 was found among the 
early-onset (29.5%) compared to the consecutive 
series (44.6%) (p=0.053, Table 3). Moreover, the 
distribution of chromosome 9 alterations (9p+q vs 9p 
vs 9q) was not different between the two cohorts 
(p=0.31). FGFR3 analysis revealed mutations in 39 
(34.5%) of the 113 analysed early-onset tumours 
(Table 3). Among the unselected cohort, a 
significantly higher number of 72 (63.7%) patients 
were detected as mutated (p<0.0001). In both cohorts 
we identified p.S249C and p.Y375C mutations as the 
most frequent ones and no difference of the 
distribution was observed (p=0.24). The frequency of 
FGFR3 mutations in different age categories of 
early-onset patients are shown in Supplementary 
table 1. Due to low numbers of patients <30 years, we 
used the median age of 39 to stratify the early-onset 
cohort. A significantly lower frequency of 12 (23.5%) 
out of 51 patients aged <39 were mutated compared to 
27 (43.5%) out of 62 early-onset patients ≥39 (p=0.04). 
In contrast, by using the median of 70 years for the 
consecutive cohort no difference of the distribution 
was observed (p=0.39, data not shown). 
Summarized, any of the typical alterations of 
UBC were detected in 88 (77.9%) out of 113 analysed 
consecutive cases, whereas only half of the early-onset 
tumours were identified as mutated (p<0.0001, 
Supplementary figure 1). Mutations in FGFR3 and 
TP53 were mutually exclusive, only one consecutive 
patient presented with a simultaneous mutation.  
 
Discussion 
Only few studies have attempted to investigate 
the biological behaviour of early-onset tumours, with 
no clear definition regarding the maximum age of 
onset [9]. Some studies showed a better clinical 
outcome, especially for patients of the first two 
decades presenting low-grade and -stage tumours [9, 
14, 23]. In contrast, other studies did not observe any 
difference at the clinicopathological level in the 
various groups of onset [24]. In other tumour entities 
the threshold between early-onset and consecutive 
cancer is mostly defined in the middle years. 
Early-onset colorectal cancer is mainly reported for 
patients younger than 50, with the average age of 
diagnosis of about 70 years [25, 26]. Compared to 
elderly colorectal cancer, some risk factors and 
molecular features differ in young patients [27]. As 
the peak of UBC presents in the seventh decade of life 
and due to low incidence rates below age 35, we 
included patients 45 years old or younger. In our 
study, the early-onset and the unselected group did 
not show any difference in the grade/stage 
distribution. The molecular features of young UBC 
are explored even less (summarized in Table 4). 
In elderly patients, mutations of TP53 occur 
commonly in muscle invasive tumours and display a 
key feature in the evolution of carcinoma in situ to an 
invasive disease [28]. In this study, we did not observe 
a difference of TP53 nuclear accumulation among the 
two cohorts using a >10% strong nuclear staining 
pattern as cut-off. Interestingly, when we compared 
these strong positive samples in correlation to 
grade/stage, we detected a distinct distribution 
among the two series. A significantly higher number 
of TP53 strongly positive papillomas, PUNLMPS and 
pTa low-grade tumours were found in the early-onset 
group. Our results confirmed a previous study by 
Linn et al. describing 73 patients aged 30 years old or 
younger, where 67% of early-onset tumours showed a 
high expression of TP53 by using immunohisto-
chemistry [13]. In contrast to our study the intensity of 
the TP53 staining was not considered. Since almost all 
tumour samples were non-muscle invasive, the 
finding of a frequent TP53 overexpression was an 
unexpected result. When we also included a >10% 
weak together with a strong IHC staining, we 
detected as well a significantly higher frequency of 
positive cells among the early-onset cases.  
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Table 4. Summary of the different molecular studies of early-onset patients. 
Author Weyerer 
2017 
Huang 
2015 
Williamson 
2014 
Wild 
2007 
Migaldi 
2004 
Linn 
1998 
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) 
Number of early-onset patients  118 45 17 14 50 73 
Age, range (yr) 17-45 ≤30 6-26 4-19 <45 <30 
Abnormal expression of CK20a 62/99 (62.6) - - 2/13 (15.4) - - 
High expression of Mib1/Ki-67 44/107 (41.1)b - - 2/13 (15.4)b 22/50 (44)c - 
TP53 positive staining 29/111 (26.1)d - - 1/13 (7.7)b 28/50 (56)e 49/73 (67)b 
TP53 mutation 5/105 (4.8)f  - 0/17g 2/12 (16.7)f - - 
Deletion of chromosome 17 5/68 (7.4)h - 1/17 (5.9)i Gain 0/4h  - 15/72 (20.8)i 
Deletion of chromosome 9 28/95 (29.5)j - 3/17 (17.7)k 0/6j - 9/67 (13.4)k 
FGFR3 mutation 39/113 (34.5)l 13/39 (33.3)m 0/17n 0/10l - - 
a In both studies 10% of stained cells were used as cut-off. 
b Cut-off level was defined at 10%. 
c Cut-off level was defined at 15%. 
d Cut-off level was defined at 10% and the intensity was considered. 
e Cut-off level was defined at 20%. 
f Exons 5 to 9 were analysed. 
g Exons 5, 7 and 8 were analysed. 
h Marker at chromosome 17p.13.1 (p53Alu) was used. 
i Chromosome enumeration probe/ centromeric probe for chromosome 17 was used. 
j Two microsatellite markers at chromosomal region 9p21 (D9S304, D9S1751) and two markers at chromosome arm 9q (D9S303, D9S747) were used. 
k Locus specific indicator probe for 9p21/ centromeric probe was used.  
l Nine common mutations were tested by SNaPshot method. 
m Immunohistochemistry was used for detection. 
n Exons 7, 10 and 15 were analysed. 
 
 
By performing molecular analysis of TP53 we 
identified a similar percentage of mutations in both 
cohorts. As it has been shown that a strong staining 
correlates with TP53 mutations [29], we did not 
identify a >10% weak sample as mutated. In a study 
of atypical bronchial epithelium the lack of TP53 
mutation accompanied with high expressed TP53 
without considering the intensity was reported [30]. 
Due to the absence of mutations the authors 
suggested that the stained TP53 might be wild-type 
and might act as a protector against premalignant 
lesions. Considering both intensity categories and the 
very frequent staining in both early-onset studies, it 
appears that wild-type TP53 was identified and that 
young samples might also try to activate molecular 
protection mechanisms. Of course there might also be 
other mechanisms through which the TP53 staining 
may occur among young cases. For example, the 
accumulation might as well be due to an inactivation 
of degeneration pathways [31]. In summary, our 
results support the hypothesis that TP53 positivity 
and the distribution according to grade/stage 
subphenotypes may be dependent from age of disease 
onset.  
Deletions of chromosome 9 are frequent 
numerical abnormalities in UBC, do not depend on 
grade/stage distribution and are recognized as one of 
the initial steps in UBC [6, 7]. LOH of chromosome 9 
was only found in 29.5% of early-onset UBC, whereas 
tumours of the consecutive series showed numerical 
abnormalities with a frequency of 44.6%. This finding 
is in line with the two studies of Wild et al. and 
Williamson et al. in which the authors found 
infrequent alterations of chromosome 9 [10, 11]. These 
similar results suggest that early-onset UBC may be 
more genomically stable.  
Activating mutations of FGFR3 are associated 
with low-grade non-muscle invasive UBC, with 
approximately 70% of these tumours carrying 
alterations [4]. In two recently published studies of 
urothelial neoplasms in patients <26 years, the total 
lack of FGFR3 mutations was reported [10, 11], 
although almost all tumours presented with a 
low-grade/stage. An interesting observation in our 
analysis is that within the early-onset series patients 
<39 were significantly and infrequently mutated. 
Therefore, it seems that the difference between early- 
and the regular-onset of the disease is most 
pronounced for very young patients. Huang et al. 
have used IHC of FGFR3 and have reported a 
frequency of 33.3% of positive stained cells among 45 
patients ≤30. Due to clinical differences and since only 
13.3% of patients aged 25 or younger were positively 
stained, they suggested that 25 may represent the 
cut-off level between early- and regular-onset UBC 
[12]. Compared to our study, a much lower sample 
size of early-onset cases was used and the FGFR3 
status was not evaluated by molecular analysis. The 
authors did not compare the clinical behaviour and 
staining pattern with consecutive patients, thus they 
might miss part of the early-onset cases. Summarized, 
we do not think that 25 may indicate the cut-off for 
early-onset UBC. The low frequency of FGFR3 
mutations in young cases adds to the evidence, that 
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mutation profiles and the pathways of carcinogenesis 
of elderly patients may be less important and distinct 
molecular features may be involved in the 
development of early-onset UBC. 
Taken together, in only half of the analysed 
early-onset tumours a typical molecular alteration of 
bladder cancer could be detected. In two recent 
studies of BC in young patients below the age of 20 a 
specific HRAS mutation associated with Costello 
syndrome was found as well as methylation of the 
PCDH7 gene in these and older BC patients, 
suggesting that this may represent a very early 
change [32-34]. In addition, it was recently shown that 
activating mutations in the core promoter of the TERT 
gene were detected more infrequently in early-onset 
compared to consecutive cases [35]. Thus, these 
results add to a different mechanism and more 
investigations in early-onset patients are needed to 
reveal the distinct molecular profile and to better 
characterize these specific patients.  
In conclusion, we demonstrated in the largest 
cohort of early-onset cases studied, that the known 
molecular characteristics of UBC are differentially 
represented in this specific group. In comparison to 
patients younger or older than 45 years, we observed 
an infrequent number of FGFR3 mutations and 
chromosome 9 deletions and a distinct distribution of 
TP53 positivity according to grade/stage among 
young cases. Our data support the hypothesis that the 
typical profile of UBC is not independent of the age of 
disease onset and suggest that early-onset tumours 
represent a differentially biologically driven entity.  
Supplementary Material  
Supplementary figure 1 and table 1.  
http://www.jcancer.org/v08p0323s1.pdf 
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